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ESTUDIO DE LA ANTIGENICIDAD DE LOS VENENOS OFIDICOS * 


Por Los Dres. SAMSON RASCOVSKY Y LUIS M. SCAVINI 


Instituto Nacional de Microbiología “Carlos G. Malbrán” 
Buenos Aires. Argentina 


SUMMARY 


In this work has been employed immuno-dilfusion techniques to detect spe- 
«ific globulinic antibody carriers fractions. 

From the experiments realized with the Oudin"s technique, we arrived to 
the conclusior. that confronting the different ophidic venoms the homologous 
serums, show the following properties: 

a) A number of characteristic lines for each specie and a: simple line can 
be due to the superposition of many complexes, and in this case 1t should 
be made a separation varying the proportions 

b) The bivalent serum react in difíerent manner confronting the Bothrop 
newiedii venom and the Bothrop alternata's and ihe number of lines which 
appears correspond to as many more different specific systems present in the 
studied venoms. 

With the immuno-electrophoresis technique we can estimate the number and 
place of precipitation lines in the field of diffusion corrsponding to the B, 
znd B, globulin fractions. 


INTRODUCCION 


En un trabajo anterior de Scavini y Ferraresi (1) se observó 
«que poniendo sueros antiofídicos purificados frente a venenos 1o- 
mólogos y heterólogos del género Bothrops y Crotalus, mediante 
la técnica de difusión de Ouchterlony (2%) puede apreciarse una 


serie de líneas, pero sin precisar la fracción globulínica antigé- 


*“ Deseamos expresar muestro agradecimiento al Dr. Héctor P. Arrinda, por 
habernos cedido los venenos y sueros empleados en el presente trabajo, y al 
Sr. Julio D. Garbini, por su colaboración en la parte fotográfica. 
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nica. En el presente estudio mostramos que con la inmuno-elec- 
troforesis, es posible determinar la existencia de anticuerpos en las 
fracciones globulínicas 6, y f, por su número y colocación en el 


campo de difusión. 


Con la técnica de Oudin (9) ponemos de manifiesto la antige- 
nicidad de los venenos ofídicos a distintas concentraciones frente 
a los sueros específicos homólogos en concentraciones fijas, a fin 
de que la mayoría de los antígenos que contienen puedan ser re- 


velados en forma individual por los fenómenos de precipitación. 


MATERIALES 


Hemos usado los siguientes venenos: del género Bothrops, ve- 
neno de B. alternata y veneno de B. newiedit, y del género Cro- 


talus, el veneno de Crotalus terrificus. 


Los sueros utilizados proceden de la inmunización de equinos 
con dosis creciente de venenos, empleando hidróxido de aluminio 
como coadyuvante y en condiciones de pH bien establecidas, Fe- 


rraresi (4). 


La purificación se realizó por el método de digestión enzimá- 


tica de Pope (9). 
METODOS 


Se utilizaron los siguientes métodos: inmuno-electrofóresis y la 


técnica de Oudin. 


a) Micro inmuno-electrofóresis (Scheidegger) (8): 


Consistió en fraccionar el suero por electrofóresis en agar, para 
luego practicar canaletas en el mismo y sembrar el veneno; así, 
por doble difusión, se produjo el encuentro del antígeno con el 


anticuerpo y la formación de bandas de precipitación. 


Para esta experiencia se usó como solución reguladora la de 
veronal-veronal sódico, pH 8,2 y fuerza iónica 0,05, como material 
de soporte agar Difco al 2 %, disuelto en veronal-veronal sódico, 
siendo la fuerza iónica de la solución de agar M == 0,025; se utili- 
zaron tres portas en series, unidos por tiras de papel cubierto con 


agar, siendo su función la de actuar de puente en el circuito. La 
. ; 16 


ro , raw 
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GA 


corrida electroforética se efectuó a 250 V y 10mA durante dos 


horas en un aparato Elomed. 


Una vez finalizada la misma se retiraron las placas y se fijaron 
los testigos en solución de ácido acético al 2 % en etanol durante 
una hora, luego se desecaron en estufa a 377 €. por 24 horas, co- 
loreándose con solución de Amido-Schwarz. En las placas restan- 
tes se*sembraba el antígeno correspondiente, observándose la reac- 
ción a las 24 horas. Después de ese lapso las placas se lavan con 
agua destilada durante 15 horas, para eliminar el exceso de pro- 
teínas que no ha reaccionado, y con el mismo colorante usado 
para los testigos pusimos de manifiesto las líneas de precipitación 


formadas en la reacción antigeno-anticuerpo. 
L) Técnica de Oudin: 


El método de análisis cualitativo de difusión se realizó en tubos 
de hemólisis de 0,5cm de diámetro interior, conteniendo agar 


distribuido en la siguiente manera: 


Una capa inferior con volúmenes iguales de agar al 1% y el 
veneno a testar a distintas concentraciones, haciéndose la mezela 
a temperatura menor de 45 C, una capa intermedia de agar al 
0,5% (zona de difusión), y una capa superior que lleva volúme- 
nes iguales de agar al 1% y suero en concentración fija, toman- 


do las mismas precauciones anteriores para la mezcla. 


Hemos utilizado agar Difeco disuelto en regulador de fosfato 
mono y disódico de pH 7,2 y 0,2 M. Los tubos se dejan a tem- 
peratura ambiente y las reacciones positivas se leen al tercer día 
de la siembra. 


RESULTADOS 


A. Venenos ofídicos frente a sueros homólogos (con técnica 


de Oudin). ¿ 


a) Veneno de “Bothrops alternata” frente a suero bivalente (fi- 
gura 1): 


En el primer tubo se observa una zona compacta, bien limita- 
da sin resolución. En el segundo tubo se aprecian 4 líneas de pre- 


cipitación; 3 tenues y una ancha, todas bien delimitadas. 
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b) Veneno de “Bothrops newiedii” frente a suero bivalente (fi. 


gura 2). 


En el primer tubo se observan 6 líneas de precipitación una 


ancha bien definida, una difusa y las restantes estrechas de bordes 


regulares. 


Figura 1 


En el segundo tubo se aprecian 5 líneas de precipitación, 3 an- 
chas intensas y bien limitadas, 2 tenues y difusas. 


c/ Veneno de “Crotalus terrificus” frente a suero erotálico (fi- 
gura 3). 
En el primer tubo apreciamos 4 líneas de precipitación, una 
bien nítida, las tres restantes difusas. 


En el segundo tubo apreciamos 4 líneas de precipitación, dos 


anchas bien delimitadas y las restantes estrechas y tenues. 
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B. Venenos ofídicos frente a suelos homólogos (por inmuno- 


electroforesis). 


a) Suero bivalente (anti $5. alternata y B.newiedit) frente a ve- 


neno de B. alternata (figura 4). 


En la zona correspondiente a la 8, globulina, apreciamos una 
línea densa por encima de la misma dos líneas tenues y bien níti- 


das; en la zona de la fB.globulina apreciamos dos líneas tenues. 


Figura 2 


b) Suero bivalente (anti B. alternata y anti B. newiedii) frente a 
veneno B. newiedi (figura 5). 
Apreciamos una línea bien definida en la zona de la £, globuli- 


na y tres líneas tenues, en la región de la B, globulina aparecen 


dos trazos netos. 
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c) Suero crotálico frente a veneno crotálico (figura 6). 


En la zona de la 8, globulina se aprecia una línea y otra más 


emplia ubicada en la zona de la 8, globulina. 


Figura 3 


CONCLUSIONES 


De las experiencias realizadas con la técnica de Oudin dedu- 
cimos, que los distintos venenos ofidicos frente a los sueros homó- 


logos muestran las siguientes propiedades: 


a) Un número de líneas característico para cada especie, incluso 
una línea simple puede provenir de la superposición de va- 
rias complejas, debiendo en ese caso efectuar su separación 


variando las proporciones. 


0) El suero bivalente reacciona de manera diferente frente al 


veneno de Bothrops newiedit y al veneno de Bothrops alter- 
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Figura 4 


Figura 6 
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nata, y el númreo de líneas que aparecen corresponden a 
otro tanto de sistemas especificos distintos presentes en- los. 
venenos estudiados. | 


Con la técnica de la immuno-electrofóresis apreciamos que el 


número y colocación de las líneas de precipitación en el campo de 


difusión corresponden a las fracciones 5, y 8, globulinas. 


N 


[iz] 
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ASPECTOS HISTOQUIMICOS DEL EPIDIDIMO DEL GALLO 


(GALLUS DOMESTICUS) 


Por Los Dres. EUSEBIA ANGULO Y RICARDO A. BOSCH 


Cátedra de Histofisiología. Facultad de Veterinaria de La Plata 


RESUMEN 


Los autores describen los tres segmentos que integran el epidimo del gallo 
y analizan la estructura citoquímica de sus epitelios, concluyendo que la 
porción correspondiente a los conductillos eferentes es la más importante o 
activa desde el punto de vista secretorio del órgano. 


SUMMARY 


We have carried out studies of the three portions of the epididimius of 


Gallus domesticus which we describe in this paper. We also performed studies 
en the cytochemical structure of the epithelia of these segments and we ob- 
served that the secretory activity seéms to be concentrated at the efferent 
ductuli. 


INTRODUCCION 


Las vías excretadoras del testículo de las aves, carecen de for- 
maciones glandulares anexas. Esta particularidad, hizo que se 
plantearan numerosos interrogantes en cuanto al mecanismo de 
producción del plasma seminal. 


Autores cuyos trabajos son ya clásicos como: Kaupp (1915), 
Huber (1916), Alverdes (1924), Gray (1937), etc., se ocuparon 
del aspecto morfológico de las estructuras citadas. Más reciente- 
mente, Bayley (1953) y Marshall (1955-1961) analizan diversos 
aspectos de la histofisiología de los “frigilídeos”. Son dignos de 
mencionar los trabajos de Stoll y Maraud (1955) referentes a 


epidídimo, aclaratorios de su topografía. 
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Datos histoquímicos pueden ser obtenidos del trabajo de Lake 
(1957), quien describe actividad forfomonoesterásica alcalina en 
los conductos eferentes del gallo, actividad que, posteriormente, 
(1962) el autor halla en el plasma seminal del mismo. 

En el presente trabajo, investigamos por métodos histoquími- 
cos: polisacáridos, lípidos y enzimas en el epidídimo del gallo, 
con el fin de valorar la participación de los distintos sectores del 
órgano, en la producción de algunos de los constituyentes del 


plasma seminal. 


MATERIAL Y METODOS 


El material se obtuvo de gallos de raza Leghorn Blanco de 18 
meses de edad. El epidídimo extraído en bloque y fijado'en for- 
mol neutro al 10% durante 12-18 h a 4 C, fue destinado a la 
realización de “tests” histoquímicos de fosfatasas alcalinas, según 
Gómori (Pearse, 1960), fosfatasas ácidas (Barka, 1960) y alies- 
terasas usando como sustrato acetato de alfa naftilo (Pearse, 1960). 
El mismo fijador fue utilizado para la investigación de lípidos 
por el Negro Sudán B, metacromasia por el azul de toluidina y 
Basofilia por el azul Alcian (Pearse, 1961). 

El P.S. A. y Negro Sudán B, según Mac Manus (Pearse, 1960) 
fue llevado a cabo en material fijado en formol al 10%, Hein- 
denhain (Susa) o Bouin, e incluidos en parafina. 

Los fosfolípidos fueron investigados por la Hemateina Acida, 
según Baker (Pearse, 1960) con control de extracción piridínica. 

Las coloraciones histológicas utilizadas: fueron: Hematoxilina 
losina, Hematoxilina Férrica (Heindenhain), Mallory-Azan, y 


YTricrómica de Gómori. 


RESULTADOS 


Profundas discrepancias mantienen los autores sobre los órganos 
o partes que integran el epidídimo (Maraud R. y Stoll R., 1955), 
de manera tal, que este órgano puede tener, según las concepcio- 
nes encontradas, una extensión más o menos grande. Respecto a 
su estructura, las mismas discusiones se repiten, por ejemplo, 
sobre la naturaleza secretoria o ciliada (estereocilias) del epitelio 


de algunos de sus sectores. En nuestro trabajo consideramos al 
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epidídimo constituido por tres partes o sectores sucesivos: rele 
testis, conductillos eferentes y canal epididimario, propiamente 
dicho (Gray, 1937; Benoit, 1950). 

A nivel de la rete testis, el epitelio se presenta aplanado y en 
algunos puntos, ligeramente cúbico. En su citoplasma se observan 
pequeños gránulos de forma esférica, débilmente positivos frente 
a la reacción del P.A.S. y marcadamente sudanófilos. Las reac- 
ciones de fosfatasas ácidas, alcalinas y aliesterasas, son débilmente 
positivas. 

En los conductillos eferentes, el epitelio está constituido por tres 
tipos de células claramente diferenciables: a) células cilíndricas, 
ciliadas y con núcleo en el tercio medio de la célula; b) células 
cilíndricas a veces de aspecto piriforme y con núcleo situado en 
el tercio inferior. Su citoplasma, a diferencia de la anterior, posee 
un aspecto espumoso, secretor. Muchas células presentan el borde 
apical prominente; y c) células claras de citoplasmas vacuolado 
con algunos gránulos de color amarillo propio; poseen núcleo es- 
férico pobre en cromatina. En su polo apical presentan una dife- 
renciación que podríamos asimilar al ribete en cepillo (Benoit, 
1950). 

Los tipos denominados a y b se distribuyen regularmente; en 
cambio el tipo c, se ubica con particular abundancia en la base 
de los pliegues. 

La estructura histoquímica de los dos primeros tipos celulares 
es semejante. Por una parte, abundantes inclusiones esféricas de 
variado tamaño: P.A.S. positivas, siderófilas, fucsinófilas, auto- 
fluorescentes, sudanófilas y difícilmente solubles en solventes uti- 
lizados para la inclusión en parafina (tig. 1). Otras, más volumi- 
nosas, tienen tonalidad amarilla propia. 

Los fosfolípidos (hemateína ácida) se encuentran de preferen- 
cia en la zona apical del citoplasma, en ambos tipos celulares, 
en forma de finos gránulos. En el tercio superior del citoplasma 
de la mayor parte de las células b, puede observarse con el P.A. 
S., una substancia de aspecto espumoso, más condensada en la 
zona vecina a la membrana celular, es decir, en el borde apical 
de la célula (fig. 2). Este detalle es preferentemente notable en 
aquellas células que poseen dilatación ampular en el borde libre. 


[ste material ofrece la particularidad de ser ptialino, resistente 
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Fig. 1. -— Conductilo eferente. Sudan 
B-Parafina. 550 X 


Y 


eferentes Fis. 4. — Conductillos eferentes 


ZO 


Fico. 3. — Conduetille 
Fo IZ Estera 


a ácide 
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Hemateina ácida. 1.100 X 


Y 


Fig. 6. — Epididimo. Fosfatasa ácida 
Gomori. 125 X " 


Fig. 7. — Epididimo. Esterasas. 125 X 


64 ANALES DE LA SOCIEDAD CIENTIFICA ARGENTINA 


y metacromático solamente cuando es inducido por sulfonación 
previa. 

La actividad fosfatásica alcalina es positiva en estas células. 

La actividad fosfatásica ácida se revela a nivel de ambos tipos 
celulares con aspecto granular (reacción moderada) (fig. 3). 

La actividad esterásica está presente en forma intensa en am- 
vos tipos celulares (fig. 4). 

Los cortes transversos del epidídimo muestran una luz regular- 
mente circular; el epitelio es cilíndrico, pseudoestratificado,, de 
tipo secretor. Estas células presentan signos de una actividad se- 
cretoria menos manifiesta que aquella que revisten los condueti- 
llos eferentes. El citoplasma es de aspecto homogéneo y se com- 
porta negativamente frente al P.A.S. 

El test de Baker revela la presencia de fosfolípidos, dispuestos 
en la zona apical de las células en forma finamente granular 
(fig. 5). 

La actividad fosfatásica alcalina es nula, mientras que las fos- 
fatasas ácidas están presentes en forma muy especifica en la zona 
supranuclear en forma difusa. 


El test para aliesterasas es positivo en todo el citoplasma. 


DISCUSION 


Los econductillos eferentes parecen ser, histoquimicamente, el 
sector de más rica seereción del epidídimo del gallo, a juzgar por 
el comportamiento citoquímico del contenido celular. 

Las partículas granulares del citoplasma de esta región del epi- 
dídimo están constituidas por substancias de molécula compleja. 
Las reacciones histoquímicas y las coloraciones histológicas nos 
permiten presumir que compuestos, tales como elucoproteínas, es- 
tán presentes en estos gránulos (P.A.S. positividad, sudanofilia, 
siderofilia, ete.), las que serían responsables de la autofluorescen- 
cia (Koening, 1962). Por otra parte, es muy significativa la dis- 
tribución de la actividad fosfatásica ácida en este nivel, que pa- 
rece residir en los mismos gránulos. 

Nosotros pensamos que estas partículas granulares autofluores- 
ceentes pueden corresponder a lisosomas, cuerpos que contienen 
fosfatasas ácidas entre otras hidrolasas, encapsuladas por una mem- 


brana glucoproteica (Novikoff, 1961). 
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Aquellas partículas de mayor tamaño y de tonalidad propia, 
especialmente por este último carácter, podrían corresponder a 


una lipofuesina de origen lisosomal (Essner y Novokoff, 1960). 


Especial interés reviste, desde el punto de vista histofisiológico 
comparado, la existencia de material P.A.S. positivo en un tipo 
celular, secretor del epitelio de los conductillos eferentes. El diag- 
nóstico citoquímico diferencial denota que este material puede ser 
una mucoproteína o glucoproteína, puesto que únicamente se lo- 


gra metacromasia con previa sulfonación. 


Analizando la composición bioquímica del plasma seminal del 
gallo, (Cole y Cupp, 1959) refieren la “existencia de algunas pro- 
teínas unidas a mucopolisacáridos”. En nuestra opinión estas mu- 
coproteinas podrían provenir, al menos en parte, de los conducti- 


Jlos eferentes. 


El análisis enzimático revela la existencia, principalmente, de 
esterasas (aliesterasas) y fosfatasas ácidas, a nivel de los conducti- 
llos eferentes y conducto epididimario. La existencia de fosfata- 
sas ácidas fue también revelada por (Lake, 1962), quien destaca 
a su vez la importancia de la existencia de la misma a ese nivel, 


en un animal carente de próstata. 


Las fosfatasas alcalinas pueden estar vinculadas a los complejos 
fenómenos de síntesis de secreción que se cumplen a nivel del 


epitelio en estos órganos accesorios del aparato genital. 
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ESENCIAS DE PLANTAS AROMATICAS 
DEL PARQUE NACIONAL DE NAHUEL HUAPI Y SUS ALEDAÑOS 


IV. ACEITES ESENCIALES DE ESCALLONEA RUBRA RUIZ ET PAV 
Y DE FABIANA IMBRICATA RUIZ ET PAV. 


Por ADOLFO LEANDRO MONTES 


SUMMARY 


Following the serial physical and chemical research on the essential oils from 
nature plants of the National Park of Nahuel Huapi, those from Escallonea 
rubra Ruiz et Pav and Fabiana imbricata Ruiz et Pav are described. The 
physical and the chemical propertics of the two oils were determined and by 
gas chromatography fifteen and thirteen constituents respectively were found 
in these oils. The main constituents of the essential oil of Escallonea rubra 
are terpene alcohols (linaloól, terpineol and geraniol), contains also 14,1 per 
cent of ketones, esters, aldehydes and hydrocarbons. The main constituents 
of the other essential oil are two carbonyl compounds and one sesquiterpene 
alcohol and its ester; also one phenol and free acids. 


A. Aceite esencial de “Escallonea rubra” Ruiz et Pav. 


(sietecamisas) 


La Escallonea rubra Ruiz et Pav o Steroxylum rubrum Ruiz et 
Pav, conocida en la región con el nombre de “sietecamisas” por 
la disposición de sus hojas, es una Saxifragacea, pequeño árbol 
de alrededor de 2,5m de altura (también es descripto como ar- 
busto de 1.0 a 1,5 m), cuyas hojas y ramas son aromáticas. Pre- 


senta brotes glanduloso-pubescentes; hojas oblanceoladas y obo- 
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vado-lanceoladas, glabras o ligeramente pubescentes y glandulosas 
en la cara inferior, agudas, aserradas, atenuadas en la base, de 
2 a 5ecm de largo; flores rosado-purpúreas, cilíndricas, de 1,0 a 
1,5cm de largo, reunidas en racimos o panojas de 2 a 7 flores; 
dientes del cáliz denticulados; pétalos conniventes, retorcidos en 
la extremidad. Florece en invierno y en primavera y se multi- 
plica por gajos Es especie silvestre en el oeste de Sudamérica y 
planta ornamental (1). 

Montes encontró ejemplares creciendo sobre la costa oriental de 
la isla Victoria, en el lago Nahue lHuapí, durante un viaje reali- 
zado en enero de 1960. La muestra empleada en este estudio fue 
recolectada, a su solicitud, por personal del Instituto de Botánica 
Agrícola del INTA, en el verano de 1962, y luego de secada a la 


sombra remitida a Buenos Aires. 


ESTUDIO EXPERIMENTAL 


De la muestra, hojas con sus ramas sostén, se obtuvo aceite esen- 
cial y resinoide alcohólico, y de ramas solas también se preparó 
un resinoide alcohólico. 

Los resinoides fueron obtenidos del material seco y molido, por 
tratamiento con alcohol de 95% a reflujo. El alcohol fue luego 
eliminado por destilación con columna y al vacío. 

De hojas y ramas se obtuvo un resinoide sólido a 20% C, de co- 
lor verde parduzco, de aroma suave, floral, con un rendimiento 
del 15,14 por ciento en peso. 

De las ramas se obtuvo un resinoide sólido, de color marrón 
oscuro, aromático, con un rendimiento del 6,14 %. 

Son, en consecuencia, las hojas las que dan mayor rendimiento 
en resinoide y de aroma más floral. 

Por arrastre directo con vapor de agua en autoclave a 1-1,5 
atmósferas se obtuvo aceite esencial, a partir de hojas, con un 
rendimiento del 2,0 por mil (7,91 g a partir de 3,94 kg de hojas 
- secas). | 
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Características del aceite esencial de hojas (2) 


Aspecto: líquido oleoso, algo turbio por separación espontánea 
de cristales. 

Color: ámbar rojizo. 

Olor: intensamente aromático, floral, balsámico. 

Peso específico a 25% C: 0,921. 

Indice de refracción a 20% C: 1,4987. 

Desviación polarimétrica a 209 C: — 11?. 

Indice de ácido: 22. 

Indice de éster: 8,8. 

Alcoholes libres (Fiore) (3): 67,5 por ciento, expresados como 
l:nalol. 

Alcoholes primarios (ftalización) (9%): 11,64 por ciento, expre- 
sados en geraniol. 

Alcoholes secundarios (ftalización): no contiene. 

Componentes carbonílicos (método de Bryant € Smith) (*): 

1,2 por ciento en —CO—. 

Fenoles (absorción por álcali): no contiene. 

Cetonas (separadas con reactivo Girard-T) (7): 14,1 por ciento. 

Aldehidos: contiene. - 

Absorción en el ultravioleta (8): presenta inflexión a 273 mi- 
limu. : 

Cromatografía en placas recubiertas con ácido salicilico (9): no 
dio componentes fenólicos. Para carbonílicos dio dos manchas ne- 
tas con R£ 0,52 (de color amarillo) y 0,27 (anaranjada) para Rí 
de carvona, 0,64. 


Cromatografía gas-liquido: Se ha aplicado esta técnica (10, 11, 
12) empleando el cromatógrafo Perkin-Elmer, mod. 154 (detector 
a termistor), adquirido para la Facultad de Ciencias Exactas y 
Naturales mediante un subsidio del Consejo Nacional de Investi- 


vaciones Científicas y Técnicas de la R. Argentina. 


Se obtuvieron cromatogramas empleando dos fases fijas distin- 
tas: el “saib” o diacetatohexaisobutirato de sacarosa (sobre tierra 
de diatomeas, al 10%) y el polisuecinato de dietilenoglicol sobre 
.Chromosorb (columna P de Perkin Elmer) en distintas condicio- 


nes, según se indicará en los cuadros de valores y trabajando sobre 
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Datos de la absorción en el ultravioleta de la solución al 1 en 10.000 
en etanol purificado 


Longitud de onda 


O Absorbancia 

a 2,06 

E Ea 1,75 

A OA 1,50 

OL 1,35 

de ate 1,20 

O 1,05 

do 0,87 

0 io 0,75 

o 0,65 

BO 0,60 

re la AGUA 0,59 

Ran O 0,58 

A 0,585 


Ss 


Longitud de onda 


LESIÓN Absorbancia 
RE 0,58 
Oi 0,55 
ii e. 0,495 
DO 0,42 
05 Os 0,335 
A 0,265 
AS — 
O a 0,16 
e A — 
ee DA PS ODO 
o O 0,087 
AO O 0,064 
UE SUE 0,042 


Cromatograma del aceite esencial entero, obtenido con columna P de 1 m X< 1/4” 
a 150% C con presión de N, de 4 psi (21,6 ml/min) 


Pico Tiempo de retención . Componente 

19 Pequeño ars 0,4 mimubtos 

A A O 0,9 » acetato de linalilo 
39 pequeños... ae 1,5 » limoneno ? 

40 Pequeño aaa ee 2,2 » 

5% pequeño-mediano . 3,9 » 

6% pequeño-mediano . 3,8 » 

79 muy grande...... 4,5 » linalol 

89 mediano... pias 5,4 » 

90 DEQqueno ista oia 7,0 » 
109 grande. ae VOS » terpineol 
119 pequeño ......... 12 al » 
129% mediano. Laa. 14,8 » geraniol 
139 mediano ......... 27,4 » alcohol feniletílico ? 
14% pequeño-mediano 38,0  » 
IS e rande 83,6 » 


el aceite esencial entero, la porción insaponificable y la fracción 


cetónica separada mediante reactivo Girard-T. 
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Cromatograma del insaponificable con la misma columna 


y en iguales condiciones 


Pico Tiempo de retención Componente 

LAME dano ao e. 0,4 minutos 
2% pequeño picos in- 

VELO ace lado 0,6 » 
IPEequeno.. e o utnlo o 4,3 » 
AMERO e 5,0 » linalol 
IPPO QUEño e eo. os 8,6 » 
Orales EZ » terpineol 
TONPeQqueno e cla oe. 12,6 » 
PEQUE ie 16,0 » geraniol 
9 mediano. deeitaas. 28,6 » alcohol feniletílico 2 

Nota. — La porción semisólida insoluble en el medio hidroalcohólico después 


de saponificar, cromatografiada en las mismas condiciones coincidió con el pico 6 


de este cromatograma. 


2 


Cromatograma del aceite entero obtenido usando columna de « saib » 
de 2 m < 1/4”, a 2009 C y 4,2 psi de N, (flujo 13,3 ml/minuto) 


100 
als: 
162)9 
130 
140 
150 


Pico Tiempo de retención Componente 
muy pequeño..... 0,8 minutos 
pequeño-mediano . a » acetato de linalilo ? 
pequeño ....... ero 1,4 » limoneno 
PRAnde e cipceatas 2,4 » linalol 
pequeño ..... Top 2d 0) » 
muy pequeño..... 3,3 » carbonílico 
mediano... ...% 3,8 » alcohol éster 
MediadO ... meto o» 4,1 » carbonílico 
mediano-grande .. 4,9 » terpineol-d-carveol ? 
STAandes. io 7,8 » geraniol y feniletílico 
pequeño-mediano . 8,1 » 
Pequeño a. ote: 9,1 » carbonílico 
PEQUE ato Lio ess 1:09 » carbonílico 
Pequeños... stenesesel 15,0 » 
Media mote ataco dae Dl » 
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Cromatograma de la fracción cetónica, en columna P de 1 m X 1/4” 
a 150% C, con 4 psi de N, (flujo 22 ml/minuts) 


Componente 


Pico Tiempo de retención a 
19 Mediano... data 5,2 minutos funde cerca de 2009 C 
2 EQUEIO ee ao O ias 7,0 » » » 2309 C 
39 Pequeño e. .i ess 7,8 » » » 2300 C 
A PEQUEnO aa 9,8 » 
9% mediano-grande .. 11,6 » » 185-190 C 
09 Pequeño mi. eiciacaiad 13,2 » 
TAMANO e 16,8 » » sobre 180% C Carvona ? 
So mediano. 29,0 » » SUSO 
Jo mediano. errata 38,4 » » 145%» 


Investigación de componentes: 


1. Hidrocarburos: De estar presentes (en las cromatografías 
realizadas con ambas fases fijas parece encontrarse pequeña canti- 


dad de limoneno), sólo se encuentran en muy baja concentración. 


2. Carbonilicos: Fueron aislados mediante reactivo Girard-T. 
De la mezcla de hidrazonas obtenida, después de separar el no 
reaccionante, se aislaron las cetonas previa descomposición de 
aquéllas mediante ácido mineral. De la fracción cetónica, que 
representa un 14,1 por ciento del aceite, se obtuvo el cromatogra- 
ma anterior, que indica se trata de una mezcla de por lo menos 
nueve cetonas, cinco presentes en mediana proporción. 

El componente correspondiente a cada pico, al ser eluido de la 
columna fue hecho burbujear en solución de sulfato de 2-4-dinitro- 
fenilhidrazina, para obtener las hidrazonas correspondientes, cu- 
yos puntos de fusión se indican en el cuadro de cromatograma. 

También se obtuvo el espectro de absorción en el ultravioleta 
de esta fracción, que no registra máximos netos. 

Se supone que el pico 7 corresponde a carvona, por su tiempo 
de retención comparado con el de esta cetona pura y por dar una 
2-4-dn-f-hidrazona con punto de fusión superior a 180% C. (la de 
la carvona funde a 192% C). 

Hasta el pico 5%, indudablemente, por los tiempos de retención 


deberían ser terpénicas o alifáticas (dudosos los puntos de fusión 
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muy altos). La correspondiente al pico 5%, por el tiempo de re- 
tención podría ser pulegona, pero no corresponde la temperatura 


de fusión de la 2-4-d-n-fenilhidrazona ni se nota su presencia en 


ÁCEITE ESENCIAL DE SCALLONEA RUBRA DE NAHUEL - HUAP/ sul 
. ys il 
Colima Pp de 4, a /50 “E Y ¿psi [26 mba») | 
a 
———— 
pulgada Ñ 
) 

8 7 
A ES 2 
13 == ñ 12 1 10 9 


A 


Acerre ESENCIAL DE SCALLOVEA RUBRA “Sul 


Columna AB" de ¿m « 200 y L2 ps (133 mb min) 


la curva de absorción en el ultravioleta, siendo así que es inten- 
samente absorbente a 250 milimu. Por su ubicación y poca acti- 
vidad en el ultravioleta podría ser la dihidrocarvona (no se en- 
contró dato sobre la 2-4-d-n-f-h). 


En cuanto a la última cetona, dio un abundante precipitado de 
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2-4-dinitrofenilhidrazona con temperatura de fusión de 1459 C. 
Esta característica descarta cetonas tipo alifático; de tipo terpé- 
nico podría solamente ser sesquiterpénica; o bien una bencénica 
con cadena lateral larga, tipo valerofenona o amilofenona (los 
puntos de fusión de estos derivados son 166% €. y 168% €. respecti- 
vamente). La 2-4-d-n-fenilhidrazona de la alfa vetivona, por ejem- 
plo, funde a 1499 C. 

Este aceite esencial contiene también, por lo menos, un aldehi- 
do; ya que, separadas las cetonas, queda una hidrazona (o mez- 
ela), que en presencia de ioduro mercúrico da un complejo inso- 
luble con punto de fusión 120 €. (correspondería a un aldehido 
terpénico). Descompuesto el complejo y destilado el aldehido, 
se pudo preparar una 2-4-dinitrofenilhidrazona con punto de fu- 
sión 1782 C. También este dato correspondería a un aldehido 


terpénico. 


3. Alcoholes: Son los componentes predominantes en este acel- 
te esencial, conforme a los índices de saponificación obtenidos 
directamente y luego de acetilarlo, ya indicados. Por otra parte, 
la ftalización indica una mediana proporción de alcoholes prima- 
rios, la ausencia de cantidades significativas de secundarios y el 
predominio de terciarios. 

A través de los cromatogramas obtenidos con las dos fases fijas 
mencionadas se han ubicado de acuerdo con los tiempos de reten- 
ción en uno y otro caso, existiendo coincidencia, los siguientes 
alcoholes: linalol, terpineol, geraniol y alcohol feniletílico. Es 
probable la presencia de un alcohol sesquiterpénico (152 eromat., 
columna “P” a 1509 C). 

Juntamente con el terpineol podría salir otro alcohol con 3-5- 
dinitrobenzoato, que funde a 92-94? €. Dan derivados con tal pun- 
io de fusión el d-carveol y el alcohol fenilopropílico; el primero 
habría que descartarlo por ser secundario; el segundo sólo podría 
estar presente en muy pequeña proporción, pues la curva de 
absorción en el ultravioleta no da máximo neto para compuestos 
bencénicos. Por burbujeo de los componentes correspondientes a 
los picos 7-10-12, 13 y 15 de la cromatografía con columna “P” a 
150 C, en solución bencénica de cloruro de 3-5-dinitrobenzoilo 
se obtuvieron algunos cristales de los 3-5-dinitrobenzoatos, pero 


no se pudieron determinar con precisión los puntos de fusión. 
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También se hizo burbujear el componente correspondiente al 
pico 10 de la cromatografía mencionada, supuesto terpineol, en 


solución neutra de MnO,K para obtener el triol correspondiente. 


Se obtuvieron por extracción con éter unos cristales con punto 
de fusión de alrededor de 13092 C. El triol que en esas condiciones 
se obtiene del alfa terpineol da punto de fusión 122? €. y los otros 


isómeros puntos de fusión más bajos. 


También se obtuvo un derivado bromado por burbujeo de la 
fracción correspondiente al pico 10 ya mencionado, en solución 
anhidra de bromo en éter etílico (recristalizado funde a 125% C) 
y un nitrosocloruro que recristalizado fundió a 122-1269 C. 

| 

4. Esteres: El índice de éster es bajo e indica una cantidad de 
ésteres inferior al diez por ciento. El eromatograma gaseoso del 
insaponificable (columna “P” a 150% C) indica desaparición de al- 
gunos picos o inversión de los primeros, lo que podría ubicar en 


esa zona el acetato de linalilo. 


Los ácidos liberados en la saponificación fueron aislados y es- 
ierificados con metanol. Los ésteres obtenidos fueron cromato- 
yrafiados usando columna “P” a 1502 € y 5 psi de Na, obteniendo 
una zona de inversión que comprendería ésteres de ácidos hasta 
nCs, que parecería predominante y en menor cantidad de ácidos 


superiores: ¡1Cj2, nCy>, 1Cja4, nCy4 e 1C56. 


Del insaponificable se hizo una precipitación con cloruro de 
3-5-dinitrobenzoilo (19) obteniéndose una mezcla de derivados que 
en el microscopio de Kofler dieron puntos de fusión desde aproxi- 
madamente 80% €, 1149 C. neto, otros intermedios y de 156% C. 
Este último podría corresponder a un aicohol sesquiterpénico ubi- 
cable en el pico 15 de la cromatografía a 200% Co usando columna 
de “saib” (o pico 15 de la cromatografía usando columna “P”). 
Del insaponificable una parte era semisólida y separable de la so- 
lución hidroalcohólica. Cromatografiada en columna “P” a 150% C 
dio un tiempo de retención coincidente con el del terpineol - y al- 
cohol fenilpropílico. Del mismo se obtuvo 3-5-dinitrobenzoato con 
punto de fusión 802 a 94% €, como ya antes se comentó, que po- 
dría corresponder a una mezcla de terpineol alfa y alcohol fenil- 


propílico. 
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RESUMEN 


Las determinaciones efectuadas sobre este aceite esencial, em- 
pleando los distintos métodos físicos y químicos descriptos y los 
derivados de los componentes aislados, permiten establecer en el 
mismo un predominio de los componentes alcohólicos, libres y 
combinados (en pequeña proporción) y entre ellos de los tercia- 
rios (linalol y terpineol particularmente) presentes en aproxima- 


damente un 56 %.; le siguen los alcoholes primarios (11,64 % ex- 


Dr. Montes en península Huemul junto a un ejemplar 
de Fubiana imbricata 


presados como geraniol) y faltan los secundarios; son componen- 
tes también importantes las cetonas (14,1 % separadas mediante 
reactivo Girard-T) y menores los aldehidos, ácidos libres, ésteres 
e hidrocarburos. No contiene componentes fenólicos, hidroxilacta- 


nos ni lactonas. 


Los alcoholes predominantes son el alfaTerpineol y el linalol; 
en menor proporción algunos primarios (geraniol, betafeniletíli- 
co y citronelol ?) y probablemente uno sesquiterpénico (pico 152 
del cromatograma obtenido con columna “P” a 150% C. y 4 psi de 
presión de nitrógeno). Los carbonílicos comprenden nueve cetonas 
y por lo menos un aldehido. De las cetonas predomina la ubica- 
da en el pico 52 del cromatograma correspondiente, en columna 
“P” a 1502 C y 5% psi, con tiempo de retención 11,6 minutos y 
2-4-dinitrofenilhidrazona de punto de fusión 185-1909 C, que pue- 


> 
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de considerarse terpénica; en menor proporción se encuentran 
otras cuatro cetonas; entre ellas la ubicada en el pico 7” del mis- 
mo cromatograma con tiempo de retención 16,8 minutos y 2-dini- 
trofenilhidrazona con punto de fusión superior a 180% €. podría 
ser carvona y la ubicada en el pico 9% con tiempo de retención de 
38,4 minutos y 2-dinitrofenilhidrazona de punto de fusión 145% C 
una cetona sesquiterpénica; contiene además en muy pequeña 
proporción otras cuatro cetonas. En lo que a aldehidos se refiere 
están presentes en algo más de 1,0 % y predomina uno que da con 
reactivo Girard-T y l2Hg un complejo de punto de fusión 1209 C 
y una 2-4-dinitrofenilhidrazona de punto de fusión 1782 €. (14), 
datos que indican naturaleza terpénica. Los ésteres presentes co- 
rresponden a distintos ácidos, principalmente de Cs a Cg con me- 
nor proporción de Cj2 a Cijé6 y distintos alcoholes. En lo que a 
hidrocarburos se refiere, por la ubicación en el cromatograma 


podría contener en pequeña proporción limoneno. 


CONCLUSIONES 


De la Escallonea rubra o “siete camisas” puede obtenerse un 
resinoide alcohólico (rendimiento 15,14 %) aromático y un aceite 
esencial de intenso aroma floral-balsámico (rendimiento 2,0 por 
mil sobre hojas secas) cuyos componentes predominantes son al- 
coholes terpénicos, terciarios y primarios; contiene en regular pro- 
porción varios componentes carbonílicos (nueve cetónicos y uno 
aldehídico) y ésteres, ácidos libres e hidrocarburos en pequeña 


proporción. 


B. Aceite esencial de “Fabiana imbricata” Ruiz et Pav. 


La Fabiana imbricata Ruiz et Pav, conocida en la región con el 
nombre de palo pichi, es una Solanácea, Fanerófita perennnifolia, 
que se presenta como arbusto alto, muy ramificado. Sus hojas son 
escamiformes, aovadas, imbricadas. Sus flores blancas o blanco- 
violáceas, de más o menos lem de largo, solitarias, terminales. 
Fruto cápsula protegida por el cáliz. Se multiplica por gajos. 

La “Fabiana imbricata”” se parece a un pequeño ciprés y es de 


bello aspecto, para cultivo en climas secos. Es usada como planta 
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medicinal y como tal conocida como “pichi” o “palo pichi”. Per- 
y 


tenece a la flora patagónica (19). 


Montes la encontró, en enero de 1960, como arbusto silvestre, 
en la península Huemul. Recoleció ramas con sus hojas que secó 


a la sombra y envió a Buenos Aires para su estudio. 


ESTUDIO EXPERIMENTAL 


De la muestra seca y molida gruesamente (hojas con ramas sos- 
tén) se obtuvo, por arrastre con vapor de agua 1,8ml (a partir 


de 873 gramos) de aceite esencial (rendimiento 2 por mil.) 


Caracteristicas del aceite esencial 


Aspecto: aceite viscoso límpido. 

Color: ámbar rojizo. 

Olor: fuertemente aromático, algo picante. 
Peso específico a 24 C: 0,9174. 

Indice de refracción a 20 C: 1,4964. 
Índice de ácido: 18,4. 

Indice de éster: 85,0. 

Carbonílicos: contiene. 

Fenoles: contiene. 


Absorción en el ultravioleta: máximo a 225-230 milimú (de so- 


lución en alcohol etílico puro al 2,5 en 10.000). 


Cromatografía del aceite esencial 
a) En placas recubiertas de ácido silícico: 


Se aplicó a la investigación de componentes carbonílicos y fenó- 
licos obteniendo para los primeros (revelado con solución de clor- 
hidrato de 2-4-dinitrofenilhidrazina) dos manchas, con Rf res- 
pecto a la carvona (como unidad) 1,02 y 0,85, de color amarillo 
la primera y anaranjada la segunda. Para los fenoles (revelado 
con solución neutra de p-nitroanilina diazotada) una sola man- 
cha, con Rf respecto al fenol (como unidad) de 1,06 y de color 


anaranjado pardusco. 
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b) Cromatografía gaseosa: 


Se cromatografió el aceite esencial entero y el resto insaponifi- 
cable, empleando el mismo ecromatógrafo gaseoso mencionado pa- 
ra el aceite esencial de Escallonea rubra, empleando como fase 
fija “saib” (diacetato-hexaisobutirato de sacarosa) al 10 % sobre 
tierra de infusorios en columna de vidrio, de 1 m X 1/4”, a 1752 € 
y 6 psi de presión de nitrógeno (flujo de 13,2 ml/minuto). En 
estas condiciones se obtuvieron trece picos, con los siguientes 


liempos de retención: 


BAco, 19 Pequeño t0. evetsi > con tipo de retención 0,5 minutos 
A e QUE o ae » » 1,8 » 
O Mediano. aiiorass o » » 3,3 » 
y mediano... omo » » 4,2 » 
AO MEedanO eo » » 7,0 » 
» 6% muy grande....... » » SL » 
TO Pequeno ers aos » » 9,6 » 
PS Pe queno ee » » 10,6 » 
» 30 mediano. 0.0... » » 11,6 » 
AO Pequeño. it e » » 13,5 » 
» 119 pequeño .......... » » 21,0 » 
IZ Mediano. e o » » 21,8 » 
O » » 33,8 » 


Mecire Esencia De Fabiana IMBRICATA Hoyul 


Columna “SAIB" ade 1, alaí 7 Epsi (15.2 mÚé/am ae 1) 


AAA Lierfpo de relencion 


Repetida la cromatografía en iguales condiciones sobre el insa- 
ponificable se observa la desaparición del último pico y aumento 
relativo del pico 12%, de modo que el 13% sería un éster y el 12" el 
alcohol correspondiente. 
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De ambos picos, por burbujeo de los componentes en solución 
bencénica de cloruro de 3-5-dinitrobenzoilo (en presencia de di- 
metilanilina) se.obtuvieron 3-5-dinitrobenzoatos con punto de fu- 


sión aproximado de 120 C. Son componentes de olor suavemente 


aromático. 
Absorción en el ultravioleta en solución alcohólica 
Longitud de onda Aceite esencial Componentes 120 y 130 
en milimu entero 2,5 “0. cromatografía gaseosa 

O A O A 2,63 0,475 
RS leo 2,87 0,43 

DN RS O 3,00 0,365 
da 3,00 0,34 
A 2,83 0,325 

E o ca 2,28 0,315 
CS A 1 0,305 
e 1,68 0,285 

A 1,43 0,245 
Orca DUES aro aidS ESA 0,21 

DO a a 0,99 0,17 

A O Po e 0,87 0,145 
A on 0,84 peas 

A e ias 0,82 = 

O SA 0,79 0,125 
Una de 0,74 0,11 
e. ES 0,66 0,092 

O e 0,58 0,078 

a EN 0,49 pa 
A a 0,40 0,046 

A o 0,255 0.036 

A A 0,175 = 
O A 0,125 0,024 
A 0,060 0,020 E 

Componentes. 


La cromatografía gaseosa ha permitido establecer la presencia 
de por lo menos 13 componentes y que es casi completa la ausen- 
cia de componentes muy volátiles. También demuestra el predo- 
minio del o de los componentes que son responsables del pico 6% 
y de los correspondientes a los picos 12% y 13%. De éstos, ya he 
mencionado, se obtuvieron 3-5-dinitrobenzoatos de punto de fu- 
sión de aproximadamente 120% C. La ubicación de estos picos, su 


olor suave, la variación descripta que sufren por la saponificación 
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y el derivado obtenido permiten deducir se trata de un alcohol 
sesquiterpénico y un éster del mismo. Por otra parte, la determi- 
nación de su absorción en el ultravioleta puso en evidencia su 
poca actividad y ausencia de ciclos bencénicos, de dienos conju- 
gados y trienos conjugados. Con estas características entre los al. 
coholes sesquiterpénicos catalogados el que presenta mayor simi- 
litud es el elemol, cuyo 3-5-dinitrobenzoato funde a 120-1222 C. y 
cuya estructura no presenta agrupaciones activas en el ultravio- 
leta (16). 


La componente predominante corresponde al pico 6 de la cro- 
matografía gaseosa comentada y es carbonílico. Presenta su solu- 
ción alcohólica (obtenida por burbujeo del eluido correspondiente 
en etanol puro) una absorción en el ultravioleta con máximo neto 
a 220 milimu (dieno econ influencia de grupo carbonilo), siendo 
en consecuencia el responsable de la absorción que el aceite esen- 
cial entero presenta a 225-230 milimu, en solución alcohólica. Este 
componente da una 2-4-dinitrofenilhidrazona de color pardo rojizo, 
con temperatura de fusión (con descomposición) de aproximada- 


mente 243 € después de varias recristalizaciones. 


El componente correspondiente al pico 9% de la cromatografía 
gaseosa es también un componente importante y de naturaleza 
carbonílica, dando una 2-4-dinitrofenilhidrazona de color rojo y 
con punto de fusión 168 €. (podría ser terpénica o bencénica con 


cadena lateral larga). 


Contiene un componente fenólico, revelado por cromatografía 
sobre placa; por su Rf, con respecto al fenol, podrí aser un cresol 


o un xilenol. 


No se han podido hacer más comprobaciones dado lo exiguo 


de la muestra. 


CONCLUSIONES 


La Fabiana imbricata o “palo pichi” rinde por arrastre con va- 
por de agua un dos por mil de un aceite esencial viscoso, de color 
ambarino y olor aromático sui generis. Entre sus componentes (tre- 
ce de acuerdo a la cromatografía gaseosa realizada) se destacan 
dos carbonílicos, un alcohol sesquiterpénico y un éster del mismo; 


contiene un componente fenólico y otros en menor proporción. 


_—l 
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BACTERIOLOGIA DEL TRACTO GENITAL FEMENINO 


Por SARA CURI DE MONTBRUN 


Instituto de Microbiología, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad 
Nacional de Cuyo, Mendoza. 


SUMMARY 


The cervical vaginal bacterial flora has been studied in ibree gronps 
of women: 25 normal women; 20 with non specific leucorrhea and 15 with 
sterility. 

The standard bacteriological development has been followed in all the cases. 


Significance is not observed among the groups considered regarding the 
different frequencies with which the majoriy of the different microorganisms 
are isolated from vaginal material. 


The appearance of microorganisms in cervical mucus is not significantly 
more frequent either in the sterile women or women. suffering from leucorrhea 


11, comparison with values obtained in normal women. 


In one case of non specific leucorrhea, Neisseria non gonorrhea was isolated 
s the etiological agent. 


Haemophylus and P. P. L. O. have been noticed with higher frequency 
in the group 2. 


A case of Veillonella in cervical mucus was isolated from a women of the 
>» 
group 9. 


Buena parte de las publicaciones sobre este tema enfocan el es- 
tudio microbiológico del tracio genital femenino sobre problemas 
específicos eomo goneococcia (27), micosis (4), trichomoniasis (2), 
flora de vaginitis inespecíficas (28), pH (9), etc. El presente estu- 
dio tiene como objeto contribuir al desarrollo de una norma bac- 
teriológica general que facilite el aislamiento del mayor número 
de gérmenes del tracto genital femenino, y, clínicamente correlacio- 


nados, estableeer su probable vinculación con los procesos de este- 
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9 
rilidad y leucorreas, particularmente de las consideradas inespe- 


cificas. 


Se ha hecho un estudio sistemático sobre tres grupos de muje- 
res, uno de ellos normal y los otros dos agrupados como leuco- 
rreas inespecíficas y estériles. En los tres grupos se han corre- 
lacionado los hallazgos bacteriológicos en los materiales tomados 


de fondo de saco vaginal y endocérvix. 


Desde los trabajos de Haussemann (2*), en 1870, se considera 
que en el cérvix sólo se encuentran bacterias en las inmediaciones 
del orificio externo (zona de 0,5 a lem); el contenido cervical, 
la cavidad del cuerpo y la luz de las trompas son, normalmente, 


estériles. 
MATERIALES Y METODOS 


1. Tres grupos de mujeres 


a) Normales: 25 mujeres clínicamente sanas, de edad entre 25 
y 40 años, raza blanca, condición social semejante, casadas, férti- 
les, con fecha de último alumbramiento mayor de 1 año, ciclos 
menstruales normales, sin estar sometidas a tratamientos medica- 


mentosos y sin manifestaciones de flujo. 


b) Con leucorreas inespecificas: 20 mujeres en iguales condi- 
ciones que las del grupo «), pero con manifestaciones de flujo. 
Fueron catalogadas como leucorreas inespecificas, considerando es- 


pecificas solamente gonococcia, irichomoniasis y candidiasis. 


c) Estériles: 15 mujeres en iguales condiciones que las del gru- 
po a); 14 de ellas padecían esterilidad primaria y la restante es- 


terilidad secundaria. Todas sin manifestaciones de flujo. 


2. Recolección del material 


En los tres grupos fue realizada entre el 10% y el 20% día inter- 
menstrual, haciendo las tomas de vagina y endocérvix por dupli- 
cado con hisopos de algodón esterilizados en autoclave, de 3 a 
4 mm de diámetro para material de vagina, y de 1,5 mm para ma- 
terial de endocérvix. Los hisopos fueron colocados en sus respee- 
tivos tubos, y en todos los casos los exámenes fueron practicados 


dentro de las dos horas de la recolección. 
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3. Determinación del pH 


Se hizo en forma simultánea sobre fondo de saco vaginal y moco 
cervical, en el momento de la recolección, despejando adecuada- 
mente el campo con espéculos estériles, y con papel indicador 
Merck (escala 1 a 10), sostenido con pinza estéril, se tocó directa- 
mente el contenido vaginal; se limpió luego la zona del cérvix con 
gasa estéril y se tomó el pH del material cervical con otra tirilla 


indicadora. 


4. Examen físico y microscópico 


a) Caracteres físicos: se determinó la cantidad aproximada de 
secreción, consistencia, olor, color y aspecto. Estos caracteres se 
presentaron modificados, especialmente en las leucorreas inespe- 
cificas, siendo normales en los otros dos grupos, confirmando el 


criterio de otros autores. 


b) Examen microscópico en fresco: para investigar la presen- 
cia de parásitos y hongos, y eventualmente otros elementos, se 
tomó con ansa una porción del material y se examinó entre porta 
y cubre-objeto; cuando el material fue consistente, se diluyó en 
una gota de solución fisiológica estéril colocada sobre el porta- 
objeto. 


c) Examen microscópico previa coloración: en el momento de 
extracción se practicaron extendidos finos sobre portaobjetos esté- 
riles y se colorearon por el méiodo de Gram. El grado de limpieza 
fue establecido de acuerdo al criterio de Dóderlein (2). 


5. Cultivos 
Los medios de cultivo utilizados fueron los siguientes: 


a) Agar Trypticase, glucosa 0,5 %, sangre 10%, pH 7.4; b) 
Agar Trypticase, sangre 5 %, pH 7.4; c) Agar Trypticase, glucosa 
0,5 %, sangre 5%, pH 6.8; d) Agar Trypticase, sangre 5%, pH 
6.8; e) Agar chocolate; f) Medio GC (Difco); g) Agar Trypticase, 
glucosa, 1%, líquido ascítico 25 %, pH 7.4; h) Medio Brewer 
(Difco, B279); ¿) Agar jugo de tomate (Difco, B389); ¡) Medio 
PPLO (Difco, B412 y B441) ; k) Medio de Sabouraud. 

El Agar Trypticase fue preparado de acuerdo a la siguiente 


fórmula: 
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Agar, 15 2; Trypticase, 15 g; Cloruro de sodio, 5 g; extracto de 
carne ?, 5 g; agua destilada, c. s. p. 1.000 ml. 

El pH fue ajustado con solución de hidróxido de sodio al 4 % 
y controlado con potenciómetro. 

El Agar chocolate se preparó incorporando al medio de Agar 
Trypticase fundido en baño de agua a ebullición, sangre desfibri- 
nada de conejo en una proporción de 5%. | 

Para el enriquecimiento de los medios se usó sangre fresca y 
desfibrinada de conejo. 

El líquido ascítico fue obtenido asépticamente y conservado a 
4C, previo control bacteriológico. 

Una atmósfera de alrededor de 10% de CO, se obtuvo por 
combustión de una bujía en el interior de un desecador sulfúrico. 

Una vez sembrados, todos los medios fueron incubados a 37C 
durante 10 días, iniciando la observación de los mismos a partir 
del segundo día. Los medios d) y k) fueron observados durante 
30 días a partir del momento de la siembra. La incubación de 
los cultivos se efectuó en las siguientes atmósferas: a) en aero- 
biosis y CO,; b), ce) y d) en aerobiosis, LO, y profundidad; e) y 
7) en aerobiosis y CO,; f) y g) sólo primariamente en CO,; h) 
en placa de Brewer y CO,; 1) en CO, y profundidad, y k) en 
aerobiosis a 372€. durante 24 horas y luego a temperatura an- 
biente 30 días. 

Las siembras se efectuaron simultáneamente con los dos hiso- 
pos tomados de cada zona en todos los medios enumerados. Los 
cultivos en superficie se realizaron de acuerdo a la técnica de 
agotamiento por estriación. 

Para los cultivos en profundidad, cada hisopo se lavó con 
6,5 ml de solución fisiológica estéril, mezclando los líquidos de 
lavado de los tubos duplicados, obteniéndose asi 1 ml de material 
vaginal y otro tanto de material de endocérvix. El material de 
cada uno de los tubos se sembró en los medios b, c), d) e 1), co- 
locando en cada tubo de ensayo esterilizado dos gotas de suspen- 
sión de secreción y luego el medio de cultivo fundido, y a 48C 
se mezcló por rotación y se enfrió sumergiéndose en agua helada. 

Las placas con más de doce horas de enriquecidas con sangre 


y conservadas a 4%C no resultarron adecuadas para el aislamien- 


1 Tipo Liebig, marca Bovril. 
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to primario de algunas bacterias, especialmente Haemophilus; por 
esta razón los medios fueron enriquecidos en el momento de la 


siembra. 


6. Resultados 


En la tabla I se expresan los resultados sobre pH vaginal y 
cervical. 

En las tablas II y UI se indican la frecuencia y porcentaje de 
los microorganismos aislados de material vaginal y moco cervical 
en los tres grupos estudiados. 

En el reconocimiento de los Lactobacillus se tuvo en cuenta el 
examen directo, ya que su desarrollo resultó precario en el me- 
dio 1). 

En todos los casos con ausencia de Lactobacillus al examen 
directo, los cultivos resultaron negativos (1), (11 y (21). 

Las Neisserias fueron divididas en dos grupos: a) Neisseria go- 
norrhoeae y b) otras Neisserias. En ningún caso se aisló gonoco- 
cos. Su investigación se hizo sobre los medios e), f) y g), incu- 
bados a 37%C. en CO, al 10%, con observaciones desde las 48 
horas hasta los diez días (27). 

Los micrococos Gram negativos anaerobios estrictos fueron in- 
vestigados en los medios a), b) y d), sembrados en profundidad 
e incubados a 372C., 

En un aislamiento se obtuvo en cultivo puro de material de endo- 
cérvix, en un caso de esterilidad secundaria. El preparado di- 
recto del material cervical presentaba cocos, diplococos y peque- 
ños grupos y cadenetas, Gram negativos, de disposición y tamaño 
muy irregulares, presentando algunos una morfología muy seme- 
jante a Neisserias, acompañado de abundante exudado leucocita- 
rio y formas intracelulares. 

El germen aislado tenía capacidad para fermentar glucosa con 
producción de ácido y gas y escasa actividad hemolítica. Su ta- 
maño fue de 0,2 a 0,8 micras de diámetro. Por sus caracteres 
morfológicos y bioquímicos el germen aislado fue clasificado den- 
tro del género Veillonella (+). 

Los Haemophilus desarrollaron mejor en los medios a) y e) y 


se aislaron de flujos vaginales con pH aumentado y grados de 
limpieza 2.0.3 (10). 
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TABLA | 


Variación del pH en tres grupos de mujeres 


pH vaginal 


Min. Máx. 
Grupo 1.... 4.0 5.5 
Grupo 2.... 5.0 8.0 
Grupo 3.... 4.0 7.0 


Prom. 


OU O > 
Ot NN Q 


TABLA || 


pH cervical 


.dI0 
% a 0 


Prom. 


Microorganismos aislados de material vaginal en tres grupos de mujeres 


Microorganismos 


Trichomonas vaginales ......... 
DACtoba cul ASP aretes ledrc odas 
CorynebacteriuM SP.....o.o.o.oo.o.o.. 
Bac. Gram positivos misceláneos. 
Staphylococcus sp. coagulasa ne- 

PALIO reia oa ade ed tae e 
Staphylococcus sp. coagulasa po- 

MUI 
Streptococcus sp. (alfa hemolítico) 
Streptococcus sp. Anaerobio es- 

DELCLO Neo leas cda 
Streptococcus faecaliS....oooooooo. 
Neisserias nO YgOnocócicas....... 
Verllomella pi q eto 
SCHEMA ICO oe 


Bacteroldes bo reas UN 
Candil sp o le 


Grupo 1 


Mujeres 
normales 


25 casos 


15 a 


N DONN.oDNPAOOO 00m 
> 


Grupos 2 


Mujeres con 


leucorreas 
inespecíficas 
20 casos 

f pl 
3 35 
0 50 
2 560 
1 5 

40 
2 10 
1 5 
2 10 
7 35 
1 5 
0 0 
6 30 
0 0 
3 15 
6 30 
7 35 
2 10 
2 10 


DVD 0 O 


Rh OoOooyoNnNPr?OwN e q 


Grupos 3 


Mujeres 
estériles 


> 


(89) 


VOS TEA SPAMS SS O) e) 


b) 


s 


Jud 


Ss s 


SS SW wS0OoSgoOoo Oo qu 


pl. pa 
dd. O 


>» 
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TABLA Ill 


Microorganismos aislados de material tomado de endocervix 
en tres grupos de mujeres 


Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 

25 casos 20 casos 15 casos 

1 "lo Í elo f elo 
Streptococcus sp. anaerobio  es- 0. 0 1 5 1 6,6 
OST LON aca lo oo ia 1 4 0 0 6,6 

Streptococcus sp. (alfa hemolítico) 

Haemophtllas BP doo. y 0 0 2 15 20,6 
Hebllonellais ais tad ae es 0 0 0 6,6 
VO A o A A 1 L 4 20 6,6 


El diagnóstico de los PPLO se hizo en los medios e), g) y J), 
incubados en aerobiosis y tensión de CO, desde 48 horas hasta 
10 días. Se caracterizaron por desarrollo tardío, dando colonias 
observables sólo con la ayuda del mieroscopio. Porciones de agar 


con las colonias “tridimensionales” se estudiaron micromorfoló- 
gicamente con la técnica de Dienes (5), (14), (15), (17), (4), (2%). 


7. Discusión 


Un examen bacteriológico de material vaginal-cervical debe ser 
desarrollado abarcando todas las posibilidades de infección, con 
un método que permita identificar el mayor número de micro- 


organismos presentes. 


De los resultados obtenidos se deduce que, para los fines prác- 
ticos, la marcha bacteriológica resulta satisfactoria si se reduce a 
los siguientes medios: a), b), e), g) y fe). 

La mayor desviación del pH vaginal y cervical se observa en 
el grupo 2. 


Se deben investigar Neisserias no gonocóceicas debido a que en 
los exámnees directos, por las coloraciones de rutina, presentan 


una morfología casi idéntica a la de Neisseria gonorrhoeae. 
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TABLA IV 


Grados de limpieza en tres grupos de mujeres 


Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 
Grados 
E E 25 Casos 20 casos 15 casos 
de limpieza 

f Su f 5 f ol 
e 14 56 1 5 6 30,0 
E O 9 36 5 25 7 46,6 
A al ls 2 8 14 70 2 13,3 


Para aislamiento e investigación de Neisseria gonorrhoeae el 
uso de medios enriquecidos con líquido ascítico ofrece, además de 
las ventajas conocidas, una coloración que facilita la investigación 
de indo-fenol-oxidasa. 

No se ha observado significancia en la diferente frecuencia con 
que la mayoría de las distintas especies bacterianas se aislan de 
material vaginal entre los tres grupos considerados. 

En los casos de moco cervical no estéril, la especie bacteriana 
aislada estaba siempre presente en la flora vaginal. 

El elevado porcentaje de microorganismos incluidos, como PPLO 
que se aisló en los tres grupos considerados (cuadros 11 y [l1), 
hace suponer que en algunos casos se tratara de especies sapro- 
fíticas o parásitas en fase IL. El diagnóstico diferencial requiere 
un enfoque exclusivo, ya que no hay diferencias claras y defini- 
tivas hasta ahora entre PPLO y formas L. La conclusión, en este 
aspecto, es que todo material de tracto genital femenino debe ser 
sembrado en medios adecuados, con prolongada incubación en 
diferentes atmósferas y examinados con ayuda del microscopio. 

Considerando los grupos 1 y 3, se observa una mayor frecuencia 
de moco cervical no estéril en el grupo de mujeres estériles. Esta 
mayor frecuencia no es estadísticamente significante (a : 5%), 
pero incrementando el número de casos en futuras investigaciones 
podría llegarse a una diferencia significativa. En tal caso queda- 
ría abierto un interrogante en cuanto a su causa: a) que una pro- 
porción considerable de casos de esterilidad en la mujer sean de- 


bidos a un factor microbiano que podría diagnosticarse mediante 
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el estudio bacteriológico de moco cervical; b) que la mayor fre- 
cuencia con que aparece flora bacteriana en moco cervical de mu- 
jeres estériles sea consecuencia de trastornos propios de la es- 
terilidad. 

La investigación de micrococcos Gram negativos requiere par- 
ticular atención por las siguientes razones: a) que el diagnóstico 
de gonococcia no aguda es difícil en la mujer; b) que hay otros 
diplococos Gram negativos que en algunos casos se presentan in- 
tracelulares; c) que el estudio y diagnóstico de los cocos y diplo- 
cocos Gram negativos estrictamente anaerobios en vagina y endo- 
cérvix deben ser motivo de estudios minuciosos. 

Los grados de limpieza (tabla IV) varían en directa relación 


con el pH. 
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A, DATZEFF: “Sur le probleme de la propagation de la chaleur dans les corps 
solides”. Mémorial des Sciences Physiques LXVIT. 135 págs. Gauthier-Vi- 
llars, París, 1963. 


El autor expone un método original para resolver la ecuación del calor 
mediante su reducción a ecuaciones integrales del tipo de Volterra. Esto per- 
mite encarar la variedad de problemas con un criterio único y muy general. 
Sucesivamente son analizados los diferentes casos según su orden de dificultad 
creciente, partiendo de cuerpos unidimensionales y extendiendo el análisis a 
dos y tres dimensiones. — Carlos Raitzin. 


MarGuLiIs, H.: Pédologie générale (págs. 116), (Gauthier-Villars, Ed.) Paris, 
1963. 


El profesor H. Margulis, de la Facultad de Ciencias de Toulouse y de la 
Escuela Nacional Superior de Agronomía, presenta en este fascículo monográ- 
fico un panorama general de los temas más caracterizados de la Pedología. 

En sus páginas destaca y adecúa los conceptos básicos con un criterio muy 
amplio y se orienta particularmente en la necesidad de poner en claro defi- 
riciones. ideas y planteamientos que todavía hoy no han alcanzado el rigo- 
rismo científico que merecen. 

Margulis considera como ciencia a la Pedología, justamente porque ella 
estudia el suelo en todos sus aspectos: físicos, químicos y biológicos, que rigen 
su morfología y su evolución. En cambio en un país como Francia existe 
todavía una tendencia genérica a limitar su dominio a dos aspectos solamente: 
“el estudio de la evolución de los suelos y su clasificación. Y es así que al 
sustentarse un criterio tan estrecho, el autor formula una lógica advertencia: 
“Elle aboutirait, d'autre part, rapidement d'une simple technique d'une intérét 
et Cune utilité limités”. 

A continuación presenta un cotejo de las principales definiciones de suelo, 
las que han variado con las épocas y los autores. Por ejemplo: Hilgard (1833- 
1916) establece que el suelo “es la materia primera, más o menos rica y que- 
bradiza, en la cual los vegetales, gracias a sus raíces, pueden encontrar o en- 
cuentrarn efectivamente un punto de sostén y de nutrición, así como también 
otras condiciones de crecimiento.” Williams dice que: “llamamos suelo al 
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lecho superficial rico de los continentes que presenta la cualidad de fertilidua; 
y que es capaz de dar cosechas”. Ramann (1851-1826), tomando en cuenta a 
otro investigador alemán, Fallou (1794-1877), considera que el suelo “es el 
lecho superficial en vías de descomposición de la corteza terrestre sólida”. 
Así es que realizando un análisis conceptual más agudo y una revisión de la 
bibliografía sobre el tema, se llega al convencimiento de que el investigador 
ruso Dokoutchaiev (1846-1903) estableció de manera simple la definición más 
convincente con la naturaleza. Considera al suelo “como una creación natural, 
al igual que lo es un vegetal, un animal o una roca. Esta creación es la resu!- 
tante de la acción acumulativa de cinco factores: 1) clima; 2) organismos 
vegetales y animales; 3) roca; 4) relieve y 5) tiempo (edad). Dicha concep- 
ción es la que prima entre todos los especialistas en la hora actual, y por esa 
razón es que el Dr. Margulis dividió el libro en los 5 capítulos siguientes: 


Cap. I) El factor tiempo: Duración de la formación de un suelo. Nacimiento 
y edad de un suelo,, estado de evolución. 

Cap. 1H) El factor roca-madre: ¿Qué es una roca-madre? Propiedades de 
la rocanmadre y propiedades del suelo. La roca-madre como criterio de cla- 
sificación de los suelos. 

Cap. III) El factor relieve: Algunas formas fundamentales de la superficie 
terrestre. Influencia de los factores sobre el relieve. Biostaxia y Rexistasia. 
Acción del relieve sobre la evolución de un suelo. Hidromorfismo, saliniza- 
ción, incrustaciones. 

Cap. IV) El factor clima: El clima y su apreciación. El suelo y las preci- 
pitaciones. El suelo y la temperatura. El suelo y las variaciones simultáneas 
de las precipitaciones y de la temperatura. Clima y materia orgárica. Clima 
y clasificación de los suelos. 

Cap. V) El factor biótico: La vegetación: Distribución espacial de los órga- 
nos vegetales. Cantidades de materias vegetales subterráneas y aéreas. Calidad 
de la materia vegetal. Modo de descomposición de la materia vegetal. 

La fauna: Las lombrices de tierra y el suelo. 

El hombre y el suelo. 

El libro se cierra con una escueta lista bibliográfica y el índice de materias. 
- La impresión es muy buena y podemos afirmar que el trabajo en. sí es una 
contribución muy provechosa y muy didáctica, redactada en un estilo elegante. 
L.os edafólogos, geógrafos, agrónomos, geólogos, biólogos, ete., encontrarán 
una síntesis muy seria y por lo tanto muy digna de leerse. — Aldo R. J. Paoli 
y Marta S. Lurati de Paoli. 


VissCHER, M. DE et BeckKers, C.: Les Isotopes radioactifs en medecine (A. 
Visscher Ed., Bélgica), pp. 166; (Gauthier-Villars et Cie.), París, 1961. 


Los isótopos radiactivos, después de un lapso experimental razonable, se 
aplicaron paulatinamente no sólo en la investigación física y química pura, 
sino también en los dominios de la biología, fisiología vegetal y animal, pa- 
tología, clínica, arqueología, paleontología,, análisis químico, técnicas varias 
de control industrial, etc. Pero en realidad una de las ramas del conocimiento 
técnico y científico más beneficiada lo es la medicina, con el vasto empleo 


BIBLIOGRAFIA 953 


de las moléculas marcadas o trazadores radioactivos. Asi se aportaron concre- 
tamente nuevos métodos de diagnóstico y tratamiento, que complementan en 
algunos casos y en otros amplían la certeza y seguridad de un pronóstico 
prematuro. 

En la presente monografía de los profesores de la Universidad bilelga de 
Louvain, Michel De Visscher y Christian Beckers, se encuentran en sus pági- 
mas los principios básicos ordenados y redactados en forma concisa, clara y 
seria. Consta de nueve capítulos, que son: 


TI. Isótopos, radioisótopos y radioactividad. 

II. Detección y dosage de los isótopos radioactivos. 

111. Los radio-trazadores en el estudio de las afecciones sanguíneas. 

IV. El estudio de la circulación sanguínea para los indicadores radioactivos. 

V. Los compuestos marcados en el estudio de la digestión y la absorción 

intestinal. 

VI. La exploración de la función tiroideana por el iodo radioactivo. 
VII. Los isótopos radioactivos en el estudio del agua y de los electrolitos. 
VII. Los radioisótopos en el diagnóstico de los tumores. 

IX. Los radioisótopos en terapéutica. 


Finalmente se agrega una sucinta lista bibliográfica del tema. 

En general, en los dos primeros capítulos los autores tratan sobre las defi- 
miciones, instrumentación y datos. En los siguientes encaran las aplicaciones a 
los problemas médicos. 

La presente publicación será de mucha utilidad para los estudiantes de quí- 
mica y uiedicina y particularmente para los ciínicos y terapeutas en sus as“ 
pectos radiológicos. — Aldo Renato Julio Paoli. 


ALBERT, PH.: “L”Analise par Redioactivation” (Applications des Radioisotopes 
a VAnalyse Chimique), pp. 167. (Albert De Visscher, Ed.). (Gauthier- 
Villars et Cie.), París, 1964. 


El autor Phillippe Albert, Director de Investigaciones del C.N.R.S., planeó 
la presente monografía de manera muy didáctica. En ella encara una somera 
descripción de las muchas posibilidades que ofrece el comentado método ana- 
Jtico, destacando al mismo tiempo la importancia del empleo de los radioisóto- 
pos en química analítica. 

En general detalla rápidamente las técnicas utilizadas en química biológica, 
“en geoquímica, cosmoquímica, en metalurgia y especialmente en el dominio de 
los metales puros, etc. 


Pone de manifiesto el hecho de su desarrollo considerable en estos diez últi- 
“mos años, pudiéndose extender su aplicación a todos los dominios de la quí- 
mica, particularmente en el dosage de los oligoelementos en el campo de la 
investigación, tanto biológicas como médicas e igualmente la individualización 
de ellos como responsables de las propiedades mecánicas de los metales. 

El libro se encuentra constituido por 8 capítulos, conclusiones, dos tablas y 
“una lista de referencias bibliográficas básicas dentro de la especialidad. 
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El capítulo I, trata sobre: Elementos, Isótopos, Radioisótopos, Radioacti- 
vidad. 

El capítulo Il, se refiere a: La detección de los radioisótopos y la medida de 
la radicactividad. El III, se titula: Reacciones nucleares empleadas en aná- 
lisis. El TV, Análisis por radioactivación en los neutrones térmicos. El V, Análi- 
sis por radioactivación en los neutrones rápidos. El capítulo VI, trata sobre: 
Análisis por irradiación en los fotones gamma de alta energía. El VIL, Análisis 
por irradiación en las particulas cargadas de gran energía cinétia. Finalmente 
el capítulo VII, resume el? Análisis por dilución isctópica y los reactivos r«- 
dioactivos. 

Por supuesto que este libro no es de consulta, pero para aquellos que deseen 
iniciarse en el Análisis Instrumental en sus aspectos radioquímicos, como así 
también los analistas ya familiarizados con los métodos instrumentales de tipo 
clásico, les será de una utilidad significativa. — Aído Renato Julio Paoli. 


Moran, D.: “Les Rayons Cosmiques”, pp. 208. (Amand Colin, Ed.). Paris, 1962. 
El autor es profesor en la Facultad de Ciencias de la Universidad de París 


y expone en forma elemental y muy simplificada los actuales conocimientos 
sobre los rayos cósmicos El desarrollo de los 12 capítulos que constitlyen la 
citada monografía, lo efectúa siguiendo el curso histórico de las paulatinas in- 
vestigaciones. Verdad es que los descubrimientos relativos a los rayos cósmicos 
se realizaron paralelamente a los efectuados en el campo de la física nuclear, 
pero es de notar que la energía puesta en juego por este tipo de partículas a 
eu vez ha permitido esclarecer muchas cuestiones nucleares, especialmente en el 
dominio de las partículas elementales. 
Los capítulos son: 


1. Las primeras etapas del descubrimiento de los rayos cósmicos. 
2. Descubrimiento de las partículas cargadas en la radiación ultrapenetrante. 


3. Descubrimiento del efecto Este-Oeste y del signo de la carga de las 
partículos primarias. 


Descubrimiento y estudios de los haces. 
El descubrimiento del electrón positivo y sus consecuencias teóricas. 
Elementos de la teoría de los haces de la componente débil (blanda). 


Los grandes haces del aire. 


[ES 


Estudio de la componente dura: Descubrimiento y propiedades de los 
mesones sl. 


9. El método fotográfico o ionográfico. 
10. La cascada nucleónica y sus interacciones nucleares. 
11. Descubrimiento de los mesones T y las nuevas partículas elementales. 


12. Los rayos cósmicos primarios y el problema de su origen. 


Aldo R. J. Paoli 
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